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Резюме.
Проведена сравнительная характеристика каталитической активности IgA и ферментов ротовой жидкости 
в группах пациентов с хроническим периодонтитом и здоровых лиц. Изучали следующие виды фермента-
тивной активности: протеолитическую (амидазную, эластазную, активность катепсинов G, В и С), оксидо-
редуктазную (пероксидазную, каталазную), ДНКазную активность.
Установлено, что абзимная эластазная, пероксидазная и ДНКазная активность поликлональных IgA, вы-
деленных из ротовой жидкости пациентов хроническим периодонтитом, достоверно (p<0,01-0,001) превы-
шает данные виды активности группы лиц без патологии периодонта.
Ферментативная оксидоредуктазная (пероксидазная, каталазная) и протеолитическая активность (эласта-
за, катепсин В), а также концентрация ДНК в ротовой жидкости пациентов хроническим периодонтитом 
значительно (p<0,001) превышают уровни, установленные для группы здоровых лиц. Повышение уровня 
ДНК ротовой жидкости может явиться дополнительным лабораторным маркером развития хронического 
периодонтита.
Ключевые слова: ферментативная активность, ротовая жидкость, слюна, IgA, абзим, пероксидаза, катала-
за, эластаза, катепсин, ДНКаза.
Abstract.
Comparative study of catalytic activity of IgAs and enzymes of oral fluid of patients with chronic periodontitis 
and healthy subjects was elaborated. Proteolytic (amidase, elastase, cathepsin G, B, and C), oxidative (peroxidase, 
catalase) and DNAse activities of oral fluids and abzymes were assessed. 
It has been found that abzyme elastase, peroxidase, and DNAse activities of polyclonal IgAs, isolated from oral 
fluids of patients with chronic periodontitis were significantly higher (p<0,01-0,001) in comparison with healthy 
group. 
Enzymatic oxidative (peroxidase, catalase) and proteolytic activities (elastase, cathepsin B) as well as the levels of 
DNA concentration in samples of oral fluids were also substantially elevated in patients with chronic periodontal 
disease (p<0,001). The rise of DNA concentration in oral fluid may be concerned as the putatively new laboratory 
biomarker of progression of chronic periodontitis.
Key words: enzymatic activity, oral fluid, saliva, IgA, abzyme, peroxidase, catalase, elastase, cathepsin, DNAse.
Хронический периодонтит (ХП) пред-
ставляет собой широко распространенное ин-
фекционно-воспалительное заболевание по-
лимикробного генеза, при котором в процесс 
вовлекаются поддерживающие ткани зубов 
(кости альвеолы, периодонтальная связка, це-
мент корня зуба, прилежащие сосуды и нерв-
ные окончания). При периодонтите воспаление 
также повреждает участки десны, что сопрово-
ждается гингивитом. Признаки периодонтита 
отмечаются более чем у 30% взрослого населе-
ния; при этом без лечения заболевание прогрес-
сирует, вызывая атрофию тканей периодонта с 
потерей коллагена, резорбцией альвеолярной 
кости, что в итоге приводит к дестабилизации 
и утрате зуба. В целом прогрессирующий пе-
риодонтит является ведущей причиной утраты 
зубов во всех возрастных группах. 
В патогенезе периодонтита ведущую 
роль играют инфекционные и иммуновоспа-
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лительные факторы. Доказано, что ряд микро-
организмов непосредственно участвует в раз-
витии заболевания. В первую очередь к ним 
относятся грамотрицательные облигатно-ана-
эробные возбудители Porphyromonas gingivalis, 
Tannerella forsythia и Treponema denticola со-
вместно с которыми действуют другие ана-
эробные патогены – Prevotella intermedia, 
Prevotella nigrescens; Streptococcus constellatus, 
Eubacterium nodatum, Peptostreptococcus micros, 
Fusobacterium nucleatum, F. periodonticum, 
представители рода Campylobacter (в частно-
сти, C. rectus). Эти бактерии относятся к так 
называемому «красному» и «оранжевому» 
полимикробным комплексам (согласно дан-
ным S. Socransky с соавт.) В прогрессирова-
нии ХП принимают также активное участие 
виды A. actinomycetemcomitans (серотип b), 
Selenomonas noxia, Actinomyces naeslundii 
genospecies 2 и некоторые другие. 
Бактериальные возбудители, доминиру-
ющие при хроническом периодонтите, выде-
ляют ряд токсинов и ферментов агрессии, ока-
зывающих прямое повреждающее влияние на 
окружающие ткани. Их действие приводит к 
углублению зубодесневого кармана, рецессии 
десны, разрушению коллагена периодонталь-
ной связки, деструкции кости альвеолы зуба.
Однако не меньшая роль в патогенезе ХП 
принадлежит ответным иммуновоспалитель-
ным реакциям. Клетки врожденного и при-
обретенного иммунитета (главным образом, 
нейтрофилы, макрофаги, дендритные клетки, 
а также Т и В лимфоциты) проникают в перио-
донтальный карман из поврежденных сосудов 
с выделением значительного количества вы-
сокоактивных провоспалительных факторов 
(цитокинов, окислительно-восстановитель-
ных и гидролитических ферментов, свободных 
радикалов, дефензинов и других). Они ока-
зывают дополнительное повреждающее дей-
ствие на ткани периодонта. Основное участие 
в этом процессе принимают нейтрофильные 
лейкоциты и их ферменты (миелопероксида-
за, NADPH-оксидаза, эластаза нейтрофилов, 
катепсины, матриксные металлопротеазы, 
лизоцим, лактоферрин и другие). Сравнитель-
но недавно было показано, что эти ферменты 
выделяются из лейкоцитов при образовании 
нейтрофильных внеклеточных ловушек (НВЛ) 
и могут длительно в них сохраняться, что усу-
губляет повреждение тканей [1].
Существенный вклад в развитие воспале-
ния при ХП вносят гуморальные факторы им-
мунитета. К ним относятся, в первую очередь, 
компоненты комплемента, С-реактивный бе-
лок, фибронектин, лектины и другие. С другой 
стороны, основным протективным действием 
в отношении факторов агрессии обладают 
другие компоненты ротовой жидкости (в пер-
вую очередь, слюны). К ним относятся муци-
ны и другие гликопротеины, бикарбонаты, 
лактоферрин. Также не подлежит сомнению 
важнейшая протективная функция  секретор-
ного IgA, присутствующего в слюне и десне-
вой жидкости.
Тем не менее, появились единичные ра-
боты, посвященные собственной каталитиче-
ской (или абзимной) активности поликлональ-
ных IgA слюны [2]. Авторы этих исследований 
заключают о большем каталитическом потен-
циале IgA в сравнении с IgG. Присутствие IgA 
с каталитической активностью в слюне может 
оказывать дополнительное защитное действие 
в отношении патогенных микроорганизмов. 
Тем не менее, высокоактивные ДНКазные, 
протеолитические и оксидоредуктазные IgA 
могут также стимулировать воспаление, яв-
ляясь одновременно маркерами патологиче-
ского процесса. До настоящего времени этот 
вопрос не изучался, хотя он представляет не-
сомненную теоретическую и практическую 
значимость.
Диагностика периодонтита базируется, 
в первую очередь, на данных клинического 
и рентгенологического обследования. Разра-
ботаны многочисленные клинические пробы 
и индексы (упрощенный индекс гигиены рта 
Грина-Вермиллиона (ОН1-5), периодонталь-
ный индекс ВОЗ СР1ТМ, комплексный перио-
донтальный индекс КПИ и другие), позволяю-
щие определить тяжесть и распространенность 
процесса. 
Однако многие авторы указывают на 
необходимость разработки дополнительных 
диагностических критериев, которые должны 
способствовать объективной оценке воспа-
лительной активности при ХП, а также ука-
зывать на дальнейшее течение и прогноз за-
болевания [3, 4, 5, 6]. Для этого предлагается 
использовать различные биомаркеры, изменя-
ющиеся при различном течении болезни. Сей-
час это направление разрабатывается весьма 
интенсивно многими группами исследовате-
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лей [3, 5, 7]. Оцениваются все участники пато-
логического процесса при ХП: возбудители, 
их ферменты и токсины (включая определение 
некультивируемых видов бактерий методом 
ПЦР), воспалительные и иммунные маркеры 
(клетки, антитела, цитокины, другие факторы 
гуморального и клеточного иммунитета), тка-
невые и клеточные ферменты и их ингибиторы, 
продукты деградации тканей периодонта. Их 
определяют в ротовой жидкости (слюне), или 
в десневой жидкости периодонтальных карма-
нов, что считается более предпочтительным.
С учетом новых данных, касающихся 
абзимной активности антител (АТ) класса 
IgA, в настоящем исследовании мы впервые 
выполнили сравнительную оценку основных 
видов ферментативной активности ротовой 
жидкости (слюны) и выделенных из нее абзи-
мов с оксидоредуктазной, нуклеазной и про-
теолитической активностью у пациентов с 
хроническим периодонтитом и здоровых лиц. 
Выбор ротовой жидкости был обусловлен в 
первую очередь доступностью данного мате-
риала для исследования, так как современные 
диагностические тесты должны удовлетворять 
условиям экспресс-анализа с возможностью их 
выполнения в условиях непосредственной ра-
боты с пациентом (так называемые «on-chair», 
«on-bed» или «point-of-care» tests, а также ла-
бораторные тесты в условиях проведения опе-
ративных вмешательств). 
Материалы и методы
Материалом для исследования послужи-
ли образцы ротовой жидкости и выделенные 
из них иммуноглобулины класса А 55 пациен-
тов с хроническим маргинальным периодон-
титом и 31 проба ротовой жидкости и IgA от 
контрольной группы лиц без патологии пери-
одонта. 
Образцы ротовой жидкости (8-10 мл) 
центрифугировали при 7000 об/мин в течение 
20 минут. Далее пробы фильтровали через ни-
троцеллюлозные фильтры с диаметром пор 
0,45 мкм. Часть материала использовали для 
выделения IgA из ротовой жидкости. Осталь-
ная часть РЖ делилась на аликвоты и сохра-
нялась до определения ферментативной актив-
ности.
Для очистки IgA применялась методика 
аффинной хроматографии на сефарозе, конъ-
югированной с антителами против общих 
IgA человека. После элюции IgA с аффинно-
го сорбента и отбора проб с максимальным 
количеством белка их диализовали против 
изотонического раствора хлорида натрия. 
Концентрацию IgA после диализа определяли 
спектрофотометрией при 280 нм. 
Электрофоретический анализ образцов 
IgA выполняли с помощью электрофореза в 
полиакриаламидном геле  в системе буферов 
по Laemmli в присутствии додецилсульфа-
та натрия в 10% или 12% разделяющем геле. 
Окраска проводилась с помощью красителя 
Кумасси R250. Результаты анализа обнару-
живали одну белковую полосу, соответствую-
щую по локализации в геле фракции иммуно-
глобулинов, что подтверждает гомогенность 
полученных препаратов [8].
Оценивали следующие виды фермен-
тативной активности: протеолитическую 
(БАПНА-амидазную, эластазную, активность 
катепсинов G, В и С), оксидоредуктазную (пе-
роксидазную, каталазную), ДНКазную актив-
ность.
В качестве субстратов для протеоли-
за использовали бензоил-DL-аргинин-р-
нитроанилид (БАПНА), субстрат гранулоци-
тарной эластазы Glp-Pro-Val-p-нитроанилид, 
субстрат катепсина G N-сукцинил-Ala-Ala-
Pro-Phe-p-нитроанилид, катепсина C Gly-
Phe-p-нитроанилид, катепсина В Z-Arg-Arg-
p-нитроанилид [6, 7, 9, 10]. Для определения 
каталазы применяли реакцию перекиси водо-
рода с молибдатом аммония. Пероксидазную 
активность оценивали в реакции с перекисью 
водорода и тетраметилбензидином (ТМБ). 
ДНКазную активность ротовой жидкости 
и IgA определяли по методу риванолового 
сгустка ДНК [11]. Субстраты для всех реакций 
– производства Sigma, США.
Концентрацию ДНК ротовой жидкости 
определяли в реакции с флюоресцентным кра-
сителем PicoGreen (Invitrogen, США) [12].
Остальные реактивы – отечественного 
производства и перефасовки квалификации 
«хч» и «чда».
Поскольку данные виды каталитической 
активности IgA до сих пор не изучались, про-
водилась адаптация всех методов определения 
ферментативной активности с применением 
многоканального фотометра Ф300 производ-
ства ОАО «Витязь», Республика Беларусь.
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Реакции ставили в полистироловых 
планшетах для иммуноферментного анализа. 
IgA вносили в реакционную смесь суммарным 
объемом 0,2 мл в конечной концентрации 50 
мкг/мл на 0,15М NaCl.
Определение БАПНА-амидазы IgA про-
водили в 0,1 М трис-HCl буфере, pH 8,3 в тече-
ние 20 ч при 37°С, эластазы – в 0,1 М трис-HСl 
буфере рН 7,5, содержащем 1 мM субстрата в 
течение 2 ч, катепсина G – в том же буфере в 
течение 4 ч, катепсинов В и С с предваритель-
ной активацией ферментов восстановителем 
(цистеином) – в 0,1М фосфатном буферном 
растворе рН 6,0, содержащем 1 мМ ЭДТА, 
2,5 мМ цистеина гидрохлорида и 0,5 мМ суб-
страта при инкубации в течение 20 ч. 
Пероксидазную активность IgA оце-
нивали в реакции с ТМБ и 0,01% перекисью 
водорода в 0,1 М цитратно-фосфатном бу-
ферном растворе рН 6,0 в течение 30 мин при 
37°С; реакцию останавливали добавлением 





в 0,05 М трис-HCl буфере pH 7,4 в течение 20 ч 
при 37°С; реакцию останавливали добавлени-
ем 10% молибдата аммония.
ДНКазную активность IgA определяли в 
реакции с ДНК (150 мкг/мл) в 0,025 М трис-HCl 
буфере, pH 8,3, содержащем 0,0025 М MgCl
2
 в 
течение 20 ч при 37°С. Реакцию останавливали 
добавлением 0,75% раствора риванола для об-
разования сгустка ДНК. Оценку результатов 
проводили по полуколичественной балльной 
шкале (от 0 до 5 баллов, где 5 баллам соответ-
ствует максимальная активность).
При инкубации проб в течение 20 ч в ре-
акционную среду вносили азид натрия до кон-
центрации 0,1%. 
Для оценки ферментативной активности 
ротовой жидкости схемы реакций модифици-
ровали следующим образом: использовали 
различные разведения РЖ и время ее инкуба-
ции с субстратами –  для пероксидазной ре-
акции – разведение 1/100 (инкубация 60 мин), 
для каталазной – разведение 1/20 (инкубация 
60 мин), для ДНКазной и эластазной – разве-
дение 1/5 (инкубация 120 мин), для остальных 
видов активности – разведение 1/2 и инкуба-
ция 20 ч (кроме активности катепсина G с ин-
кубацией 4 часа).
Для всех видов активности помимо пе-
роксидазной учет реакций проводили на мно-
гоканальном фотометре при двухволновом 
измерении (405 нм и 620 нм). Пероксидазную 
реакцию регистрировали при двухволновом 
измерении на 450 и 620 нм, соответственно. 
Полученные результаты выражали в условных 
единицах (Ед), соответствующих единицам 
оптической плотности.
Для определения концентрации ДНК ро-
товой жидкости в реакции с флюоресцентным 
красителем PicoGreen возбуждение флюорес-
ценции производили с помощью разработан-
ного нами устройства – светодиодной панели, 
включающей 8 синих светодиодов с узкопо-
лосным излучением (465-470 нм), расположен-
ных напротив лунок планшета с реакционной 
смесью. 
Цифровое изображение результатов ре-
акции получали с помощью камеры Canon G10. 
Полученные цифровые снимки изучаемых 
проб и калибровочных кривых обрабатывали 
программой ImageJ (NIH, США), с помощью 
которой получали значения яркости образцов. 
Их соотносили со значениями, полученными 
для калибровочной кривой по ДНК.
В качестве метода сравнения использо-
вали флюориметрию с оценкой результатов на 
спектрофлюориметре СМ 2203 производства 
ЗАО «Солар», Республика Беларусь.
Статистическую обработку результатов 
проводили на персональном компьютере с 
использованием набора пакетов прикладных 
статистических программ. Использовали ме-
тоды описательной статистики. Характер рас-
пределения изучаемых величин оценивали по 
критерию Колмогорова-Смирнова и Шапиро-
Уилка. Так как в большинстве случаев распре-
деление признаков имело характер, отличный 
от нормального, при его описании использо-
вали показатели медианы, верхнего и нижне-
го квартилей. Соответственно, при сравнении 
двух выборок для обнаружения различий при-
меняли критерий Вилкоксона-Манна-Уитни. 




ской, оксидоредуктазной и ДНКазной актив-
ности ротовой жидкости и иммуноглобулинов 
класса A пациентов с хроническими периодон-
титом и здоровых лиц представлены в таблице 
1 и 2, соответственно.
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Представленные в таблицах данные ука-
зывают на ряд существенных отличий между 
ферментативной активностью здоровых лиц 
и пациентов хроническим периодонтитом. В 
первую очередь они определяются резким по-
вышением многих видов ферментов ротовой 
жидкости при ХП. Это относится к оксидо-
редуктазной (пероксидазной и каталазной) 
активности, катепсину В и особенно – эла-
стазной активности, которая возрастает более 
чем на порядок. На 2 порядка возрастает при 
ХП средний уровень свободной ДНК ротовой 
жидкости.
Достоверного повышения БАПНА-ами-
дазной активности, катепсина G и ДНКазы в 
ротовой жидкости при ХП не отмечено. Уро-
вень катепсина С оказался минимальным. Из-
вестно, что ДНКазная и особенно БАПНА-
амидазная активность ротовой жидкости во 
многом обеспечиваются бактериями ротовой 
полости, при этом БАПНА-амидазные фер-
менты продуцируют наиболее патогенные воз-



















































































































будители Porphyromonas gingivalis, Tannerella 
forsythia и Treponema denticola [3]. Не исключе-
но, что при длительном течении ХП значение 
микробного фактора постепенно снижается, и 
основную роль в патогенезе играют иммуно-
воспалительные процессы. 
Это подтверждается максимальным уве-
личением эластазы и пероксидазы ротовой 
жидкости. Оба этих фермента выделяются из 
нейтрофилов при их гибели или образовании 
нейтрофильных внеклеточных ловушек. Кро-
ме того, значительное количество пероксида-
зы секретируется ацинарными клетками слюн-
ных желез. 
Наконец, появление значительного ко-
личества ДНК в ротовой жидкости при ХП 
указывает на ускоренный цитолиз клеток ро-
товой полости (бактерий, лейкоцитов, эпите-
лия и других), что может отражать степень де-
струкции тканей периодонта. 
При анализе абзимной активности IgA 
ротовой полости обращает на себя внимание 
повышенный уровень эластазной активности 
иммуноглобулинов. При этом она отмечает-
ся как у пациентов, так и здоровых лиц, что 
может указывать на их исходное протективное 
действие. Аналогично вырастает и перокси-
дазная абзимная активность. 
С другой стороны, достоверное увеличе-
ние абзимной ДНКазной активности в срав-
нении со здоровыми лицами при ХП может 
отражать иммуновоспалительные изменения, 
поскольку известно, что ДНКазные абзимы 
появляются главным образом при аутоиммун-
ной патологии [13].
Проведенный корреляционный анализ 
подтвердил данные взаимосвязи. При ХП 
установлены средней силы (r=0,3-0,5) положи-
тельные достоверные корреляции между сво-
бодной ДНК ротовой жидкости (маркер ци-
толиза) и основными видами ферментативной 
активности, нарастающими в ходе заболева-
ния: пероксидазной, каталазной и эластазной 
активностью ротовой жидкости, эластазной 
абзимной активностью. 
Исходя из этих результатов, данные при-
знаки становятся наиболее вероятными кан-
дидатами в качестве биомаркеров тканевой 
деструкции, степени тяжести и, возможно, 
течения хронического периодонтита. В свою 
очередь, тесты по их определению должны 
удовлетворять условиям экспресс-анализа с 
возможность выполнения в условиях непо-
средственной работы с пациентом («on-chair» 
тест). Качественное определение пероксидазы 
и каталазы не требует дорогостоящих реакти-
вов; высокоактивные образцы ротовой жид-
кости дают положительную реакцию уже в те-
чение 10-15 минут. Тем не менее, для анализа 
не подходят образцы РЖ в низком разведении 
и содержащие примеси крови, что может ис-
казить результаты определения. Оптималь-
ным в этом отношении представляется прямой 
флюоресцентный тест определения ДНК в ре-
акции с красителем PicoGreen, так как время 
его определения занимает не более 5-10 минут 
при условии сравнения результатов с заранее 
разработанной цветовой шкалой; чувстви-
тельность методики является максимальной. 
Основным препятствием к широкому внедре-
нию такого теста является только высокая сто-
имость флюорохрома.
Наконец, при анализе величин фермен-
тативной активности ротовой жидкости и 
абзимной активности IgA обнаруживается, 
что пациенты с хроническим периодонтитом 
могут быть разделены на группы с высоким 
и низким уровнем каталитической активно-
сти (пероксидазной, каталазной, эластазной 
и ДНКазной), а также по уровням свободной 
ДНК в ротовой жидкости. Дальнейшее на-
блюдение за этими группами позволит оце-
нить возможность использования данных 
показателей для оценки прогрессирования и 
прогнозирования исхода хронического пери-
одонтита.
Заключение
1. Абзимная эластазная, пероксидазная 
и ДНКазная активность поликлональных IgA, 
выделенных из ротовой жидкости пациен-
тов хроническим периодонтитом, достоверно 
(p<0,01-0,001) превышает данные виды актив-
ности группы лиц без патологии периодонта.
2. Ферментативная оксидоредуктазная 
(пероксидазная, каталазная) и протеолитиче-
ская активность (эластаза, катепсин В), а так-
же концентрация ДНК в ротовой жидкости 
пациентов хроническим периодонтитом зна-
чительно (p<0,001) превышают уровни, уста-
новленные для группы здоровых лиц. 
3. Повышение уровня ДНК ротовой 
жидкости может являться дополнительным 
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лабораторным маркером развития хрониче-
ского периодонтита.
Исследование выполнено при поддержке 
Белорусского Республиканского Фонда фун-
даментальных исследований, грант БРФФИ 
№М13-105.
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